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核 分 枝 杆菌 感染 作用 的 研究 
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摘要 :【 目 的 】 通过 研究 miR-17-5p HAMA ZEA ATG7 的 靶 向 调控 机 制 和 对 
细胞 自 噬 的 作用 , 探究 miR-17-5p 在 结核 分 枝 杆 菌 介 导 的 自 只 途 径 中 的 作用 及 其 
Hill, 【方法 】 生物 信息 学 分 析 得 到 miR17-5p WIERA ATG7， 通 过 成 功 构建 
载体 ATG7 野生 型 (pMirGLO-ATG7-3'UTR-WTO 和 突变 型 ， 利 用 双 荧 光 素 酶 报 
告 系统 、Western blot 验证 miR-17-5p 和 ATG7 的 靶 向 关系 ， 同 时 构建 结核 分 枝 
杆菌 (H37Ra) 感染 的 人 源 性 THP-1 巨 史 细胞 模型 ， 将 做 不 同 处 理 的 细胞 分 为 三 
2H: miR-17-5p mimics, miR-17-5p inhibitor, miR-17-5p nc。 通 过 实时 欧 光 定量 
PCR (quantitative real-time PCR, qRT-PCR) 检测 H37Ra 感染 对 miR-17-5p 表达 
量 的 影响 ， 并 且 进 一 步 通 过 Western blot、 免 疫 荧光 观察 检测 LC3 蛋白 的 表达 量 
MARMER E. [AR] MTB 感染 能 够 引起 miR-17-5p 的 下 调 ， 随 着 感染 
复数 的 增加 有 明显 的 降低 。 而 生物 信息 学 预测 结果 显示 miR-17-5p 与 ATG7 具有 
HETE, WTC BIR FG SEI. Western blot 验证 miR-17-5p 能 够 和 ATG7 $E [n] 
结合 , 并 对 其 进行 负 调控 。 进 一 步 通 过 Western blot, 免疫 荧光 观察 发 现 miR-17-5p 
mimics 组 LC3 II 826355 P Ji, 自 噬 小 体 表 达 降 低 , 而 miR-17-5p inhibitor 组 相反 。 
其 中 对 H37Ra 感染 组 与 未 感染 组 之 间 比 较 ，ATG7 和 LC3 了 [和 蛋白 表达 明显 增强 。 
【结论 】 miR-17-5p 直接 靶 向 结合 ATG7 3'UTR MIAK, ZEEE pt MTB 
过 程 中 发 挥 作用 。 
关键 词 : BUR. SERE. miR-17-5p. ATG7 
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MiR-17-5p Targeting Autophagy Related Protein ATG7 Regulates 
Macrophages Against Mycobacterium Tuberculosis Infection 


HONG Dan-tong? *, ZHANG Fan2 WANG Shu-e?, WANG Hong-xia?, LIU Kun-mei?, XU 
Guang-xian^?, HUO Zheng-hao? ^ *, GUO Le! > * 
1. Ningxia Key Laboratory of Clinical and Pathogenic Microbiology, General Hospital of 
Ningxia Medical University, Yinchuan 750004, China; 
2. School of Clinical Medicine, Ningxia Medical University, Yinchuan 750004, China 
3. Ningxia Key Laboratory of Cerebrocranial Diseases, Ningxia Medical University, Yinchuan 
750004, China 
4 Key Laboratory of Fertility Preservation and Maintenance of Ministry of Education, Ningxia 
Medical University, Yinchuan 750004, PR China 


Objective To explore the role and mechanism of miR-17-5p in the autophagy 
pathway mediated by Mycobacterium tuberculosis by studying the regulatory 
mechanism of miR-17-5p on autophagy-related gene ATG7 and its effect on cell 
autophagy. Methods The target gene ATG7 of miR-17-5p was obtained by 
bioinformatics analysis. The wild-type(pMirGLO-ATG7-3'UTR-WT) and mutant 
vector of ATG7 were successfully constructed. The targeting relationship between 
miR-17-5p and ATG7 was verified by double luciferase reporting system and Western 
blot. THP-1-derived macrophages Infected by Mycobacterium tuberculosis (H37Ra) 
were divided into three groups: miR-17-5p mimics, miR-17-5p inhibitors, and 
miR-17-5p nc. The effect of H37Ra infection on the expression of miR-17-5p was 
detected by quantitative real-time PCR (qRT-PCR). The expression of LC3 protein 
and the number of autophagosomes were detected by Western blot and 
immunofluorescence. Results MTB infection can cause miR17-5p down-regulation, 
with the increase of infection plural decreased significantly. Bioinformatics 
predictions showed that miR-17-5p and ATG7 were targeted. Dual luciferase reporter 
assay and Western blot confirmed that miR-17-5p could bind to ATG7 and negatively 
regulate it. Western blot and immunofluorescence assay showed that the expression of 
LC3 II was down-regulated and the expression of autophagosomes was 
down-regulated in the miR-17-5p mimics group, but the reverse was found in the 
miR-17-5p inhibitor group. The expression of ATG7 and LC3 II protein in H37Ra 
infected group was higher than that in uninfected group. Conclusion MiR-17-5p 
directly targets ATG7 3'UTR to inhibit autophagy and plays a role in the anti-MTB 
effect of macrophages. 

[Keywords] autophagy; Mycobacterium tuberculosis; miR-17-5p; ATG7 


ZU (Tuberculosis, TB) 是 当今 人 类 三 大 感染 性 疾病 之 一 ， 位 于 传染 病 
死亡 的 榜首 ， 己 经 成 为 全 球 第 九 大 致死 性 疾病 四。 根据 世界 卫生 组 织 2018 年 的 
全 球 结核 病 报告 统计 ，2017 年 全 球 的 结核 病 潜伏 感染 人 群 约 17 亿 ， 全 球 范 围 内 
估计 有 1000 万 新 发 结核 病 病例 ， 其 中 中 国 的 新 发 病例 数 在 88.9 万 左右 ; 全 球 估 
计 结 核 病死 亡 人 数 约 有 157 万 人 外。 因此 ， 结 核 病 在 世界 范围 的 防治 形势 仍 非常 
严峻 。 结 核 分 校 杆菌 (Mycobacterium tuberculosis, MTB) 是 引起 结核 病 的 病原 
Al, EHE MTB 的 靶 细 胞 ， 可 通过 细胞 自 叭 等 免疫 防御 机 制 ， 清 除 侵 入 的 
MTBGBl。 因 此 自 叭 作为 固有 免疫 防御 MTB 的 机 制 ， 将 会 成 为 一 种 有 前 途 的 抗 结 
核 感染 的 治疗 策略 由。 

自 哈 是 维持 细胞 内 环境 稳定 的 一 种 保护 机 制 ， 也 是 宿主 细胞 清除 侵入 MTB 
的 天 然 免 疫 防 御 机 制 之 一 司 。 它 通过 双 层 膜 结 构 的 自 噬 小 体 将 待 降解 的 蛋白 、 细 
胞 器 等 吞噬 包 右 ， 再 与 浴 酶 体 融 合 形成 目 噬 溶 酶 体 进行 自我 降解 的 过 程 ， 维 持 细 
胞 内 环境 稳 态 ， 从 而 为 细胞 提供 能 量 代 谢 的 需求 四 。 它 存在 三 个 阶段 ， 自 噬 小 体 
的 形成 ， 自 叭 溶 酶 体 的 形成 以 及 自 哈 溶 酶 体 的 降解 ， 在 这 个 过 程 中 涉及 30 多 种 
Ee AH SE SEA] CAutophagy-related gene, ATG) 的 严密 调控 。 而 ATG7 作为 一 种 
关键 的 自 哈 相 关 和 蛋白 ， 在 自 哈 中 发 挥 重 要 作用 中 。 

成 熟 的 微小 RNA (MicroRNA) 作为 物种 间 高 度 保守 的 、 非 编码 、 长 度 约 为 
20-24 “FA BR AY BABE“) oP RNAI, 可 以 通过 降解 mRNA 或 者 抑制 翻译 来 负 问 
调控 鞭 基 因 的 表达 水 平时 。 研究 发 现 许多 microRNA 可 以 通过 互补 结合 到 靶 基 因 
的 3’ 非 编码 区 (3'UTR) 来 调控 其 他 基因 的 表达 ， 从 而 参与 一 系列 的 生物 学 功能 ， 
其 中 包括 细胞 周期 、 细 胞 分 化 、 细 胞 增殖 死亡 、 调 亡 、 脂 肪 代谢 、 自 唉 等 生理 过 
程 0040， 还 包括 心血 管 疾病 、 和 白血病 、 结 核 病 、 肿 瘤 等 病理 过 程 2.3]。 而 很 多 的 
研究 结果 显示 microRNA 在 MTB 的 感染 后 表达 水 平 不 同 ， 同 时 它 还 可 以 调控 许 
多 的 自 噬 关键 蛋白 。 例 如 ，miR-155 在 MTB 中 高 表达 ， 并 通过 靶 向 ATG3 抑制 
ARIA, miR-144* 通 过 靶 向 自 噬 相关 和 蛋白 DRAM2 实现 抗 结核 作用 051; miR-125a 
在 MTB 感染 的 巨星 细胞 中 高 表达 ， 可 靶 向 结合 BECN1 复合 物 成 分 UVRAG 基 
D], MAARRE, 1 MTB 胞 内 存活 09; miR-33 可 以 通过 调节 多 种 自 噬 关 
BEA ARAM Hl AGRO), HEE SESE HY, MTB 感染 与 microRNA Xk AKA a A 
的 联系 。miR-17-5p 属于 miR-17-92 AK, miR-17-92 是 一 个 高 度 保守 的 miRNA 
位， 位 于 人 类 第 13 号 染色 体 上 初级 转录 本 C13orf25 基因 的 第 三 个 内 含 子 上 mal。 
而 miR-17-5p 在 MTB 感染 中 的 作用 尚 不 清楚 。 

因此 基于 对 于 结核 病 、microRNA 及 自 哈 的 前 期 研究 基础 ， 我 们 试图 探索 
miR17-5p 在 结核 分 枝 杆菌 介 导 的 自 哈 途 径 中 的 作用 及 机 制 。 本 实验 通过 验证 
miR17-5p 对 自 噬 相 关 基 因 ATG7 的 靶 向 性 来 探究 其 对 自 叭 途径 的 影响 。 通 过 构 
建 结核 分 枝 杆菌 MTB 感染 的 细胞 模型 ， 研 究 在 巨 噬 细 胞 中 miR17-5p X EL UR AT 
导 的 结核 分 枝 杆 菌 的 免疫 调控 作用 , 从 而 对 结核 分 枝 杆 菌 感染 中 的 宿主 免疫 应 答 
过 程 有 更 进一步 的 理解 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材 料 
台 牛 血清 (美国 Gibco 公司 )、 青 链 霉 素 双 抗 溶液 ， RPMI1640 培养 基 、PBS 
(BD; mlul,hindXhol, Sall 限制 性 内 切 酶 、T4DNA 连接 酶 、2xSYBR Green I mix 
(CK TaKaRa 公司 ); 质粒 小 提 试 剂 盒 、DNA 凝 胶 回收 试剂 使 (天 根 生 化 有 限 
公司 ); Lipofectamine™ 2000 转 染 试剂 、Small RNA 提取 试剂 盒 CRNAiso for 


= 


SmallRNA), qRT-PCR 反 转 录 试 剂 盒 (Thermo 公司 ); 2002826 28 MEIN NR s 
反 转 录 试 剂 盒 〈 全 式 金 公司 ); 合成 miR-17-5p 对 照 CmiR-17-5p nc), miR-17-5p 
模拟 物 CmiR-17-5p mimics), miR-17-5p 抑制 剂 CmiR-17-5p inhibitor) (上 海 吉 
玛 制 药 技术 有 限 公 司 ); Trizol 试剂 (Invitrogen 公司 ); 蛋白 提取 试剂 盒 _ BCA A 
白质 定量 试剂 盒 〈 凯 基 生 物 技 术 有 限 公 司 ); tf ATG7. LC3 抗体 Cabcam ); 
GAPDH 抗体 、 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 山羊 抗 锡 二 抗 Cproteintech?; PVDF ff 
(Millipore 公司 ); miR17-5p、ATG7 引物 序列 的 合成 、 DNA 的 测序 服务 (上 
海 生 工 生 物 有 限 公 司 )。pMirGLO 质粒 载体 、THP-1 细胞 、TOP10 感受 态 细菌 
均 为 实验 室 保存 。 
1.2 方法 
1.2.1 细胞 培养 与 诱导 分 化 

将 人 源 性 THP-1 单 核 细 胞 复苏 后 ， 加 入 5 ml 含 10% 胎 牛 血清 (FBS〉 和 
100 mg/L 青 链 霉 素 的 RPMI1640 培养 液 ，37C、5% CO ;培养 约 48 h，800 rmp 
离心 5 min 传代 ， 继 续 培 养 ， 待 细胞 增殖 状态 良好 ， 进 入 后 续 实 验 。 将 细胞 接种 
到 6 孔 板 进行 培养 ， 用 培养 基调 整 细胞 浓度 为 6X105 个 / 孔 ， 用 佛 波 酯 (phorbol 
12-myristate 13-acetate, PMA) 诱导 THP-1 细胞 分 化 为 巨 哈 细胞 ， 用 100 ng/ml 
PMA 处 理 24h, 37°C. 5% CO :培养 箱 中 培养 ， 当 细胞 形态 由 单个 圆 形 悬浮 细胞 ， 
逐渐 变 为 贴 壁 、 形 态 不 规则 并 伸 出 伪 足 ， 便 获得 THP-1 源 性 的 巨星 细胞 。 
1.2.2 构建 结核 分 枝 杆菌 感染 的 THP-1 巨星 细胞 模型 

在 前 期 处 理 的 THP-1 源 性 的 巨 哈 细胞 中 加 入 H37Ra， 调 整 细菌 与 细胞 的 比 
例 为 10 : 1 ( 即 MOI=10), 培养 6h 后 弃 上 清 并 更 换 新 鲜 完全 培养 液 2 mL， 并 将 
此 时 作为 细胞 感染 的 0 时 ， 继 续 培养 24 小 时 。 
1.2.3 Jig fa eee TH P-1 T P ES RAAE 

Lipofectamine™ 2000 分 别 将 浓度 为 20umol/L 的 miR-17-5p mimics 和 
miR-17-5p inhibitors 转 染 至 巨 吻 细 胞 ,以 对 照 miRNA 作对 照 , 37C、5% CO» f 
B 10h 后 更 换 含 10% FBS 的 新 鲜 培 养 基 ， 继 续 培养 24h。 
1.2.4 MicroRNA 表达 量 的 检测 

H37Ra 以 不 同感 染 复数 (MOI= 0，1，5，10，20) 感染 THP-1 源 性 的 巨星 


细胞 ， 采 用 实时 荧光 定量 PCR (qRT-PCR) 检测 各 组 miR-17-5p 的 表达 量 ， 同 时 
检测 每 组 U6 snRNA 的 表达 量 ， 反 应 体系 为 模板 2 ul, PCR 上 下 游 引 物 各 1 ul, 
SYBR Premix 10ul, RNA-free water 补充 至 20 hl。 每 组 设 3 个 平行 复 孔 ， 计 算 各 
组 中 27^ cT 值 ，U6 snRNA 作为 内 参 基 因 ， 分 析 各 组 中 miR-17-5p 的 表达 情况 。 
1.2.5 MiR-17-5p 相对 表达 水 平 的 检测 

提取 对 照 组 、miR-17-5p mimics 组 、miR-17-5p inhibitor 组 中 总 RNA， 按 反 
转录 试剂 盒 说 明 进行 反 转 录 合 成 ctDNA，qRT-PCR 检测 miR-17-5p 的 表达 量 ， 分 
析 各 组 细胞 中 miR-17-5p 表达 情况 。 
1.2.6 生物 信息 学 预测 靶 基 因 

利用 生物 信息 学 方法 通过 一 系列 生物 信息 学 软件 Target Scan、microRNA. org 
等 预测 得 到 miR-17-5p 的 靶 基 因 序 列 ATG7 3'-UTR， 设 计 合 成 其 上 下 游 引 物 。 
ATG7 3'-UTR ( Wild-type ) 的 上 us 引 DM 为 
CCCTCGAGCCGTGTAGAGGGCATCGT _ ; 下 ve sl DM 为 
GCGTCGACTCAGAGGAGGCAGCAGAAA; AIG7 3-UTR (Mutant-type) 的 上 


if 引物 为 CCCTCGAGCCGTGTAGAGGGCATCGT ; F 3$ 9| W X 
GCGTCGACTTTCCCTACTATAT CCAGTTACAGTA. 。 从 细胞 中 提取 总 RNA, VI 
2 URNA 为 模板 ，ATG7 上 下 游 引 物 各 1 由，mix 25 ul, RNA-free water 补充 至 
50 ul 的 体系 扩 增 靶 基 因 ，2% 琼 脂 糖 凝 股 进 行 电 泳 ，EB 染色 20 min. 蒸馏 水 漂洗 
后 用 凝 胶 成 像 仪 观察 目的 条 带 ， 利 用 胶 回 收 试 剂 盒 回收 目的 片段 。 
1.2.7 载体 构建 

用 Xhol 和 Sall M4) HG SESE AL pMirGLO 质粒 双 酶 切 ，37C 水 浴 约 1h, 
将 训 基 因 片 段 和 质粒 用 T4 连接 酶 连接 ，22C 处 理 4h, 然后 4C 过 夜 得 到 重组 质 
Tu, 将 其 转化 到 感受 态 细 菌 中 再 培养 14h 左右 ， 挑 单个 阳性 菌落 。 通 过 PCR 和 
测序 鉴定 重组 质粒 pMirGLO-ATG7-3'UTR-WT 和 pMirGLO-ATG7-3'UTR-MUT。 
1.2.8 双 荧 光 素 酶 报告 系统 分 析 

将 测序 验证 后 构建 成 功 的 重组 质粒 pMirGLO-ATG7-3'UTR-WT 和 
pMirGLO-ATG7-3'UTR-MUT , 5 miR-17-5p mimics 和 inhibitor miR-17-5p 及 
miR-17-5p nc 分 别 共 转 染 HEK293T 细胞 ， 每 组 实验 3 个 重复 ， 转 染 48h 后 ， 
孔 加 入 双 荧 光 素 酶 反应 试剂 , 微 孔 板 发 光 分 析 仪 检测 萤火虫 欧 光 素 酶 和 海 骨 荧光 
素 酶 报告 基因 的 活性 。 
1.2.9 ATG7 和 LC3 蛋白 表达 水 平 的 检测 

将 转 染 对 照 、miR-17-5p mimics. miR-17-5p inhibitor 的 THP-1 源 性 巨 吻 细 
胞 Sh 后 换 夜 观察 转 染 效率 ， 再 分 别 给 予 H37Ra 进行 感染 或 不 感染 处 理 ， 利 用 凯 
基 蛋 白 提取 试剂 盒 提 取 细 胞 的 蛋白 质 , BCA 法 测定 各 组 蛋白 质 浓度 ,利用 Western 
blot 检测 ATG7 和 LC3 的 蛋白 表达 情况 。 
1.2.10 激光 共聚 焦 显 微 镜 观察 细胞 免疫 荧光 

将 对 照 组 、miR-17-5p mimics 2H. miR-17-5p inhibitor 组 的 THP-1 Ji E E WE 
Zt jt tr € Fr AR 4% 的 多 聚 甲 醛 固 定 ， 再 用 0.296 Triton X-100 室温 通 透 Smin 
后 用 5% BSA 溶液 室温 封闭 30 min; 之 后 用 LC3 抗体 37CSS 1h, ET 40C 
KRETA: 最 后 用 荧光 二 抗 37C 有 旷 育 1h, AAS AA BE A o 
激光 共聚 焦 显 微 镜 观察 并 采集 图 片 。 
1.3 统计 学 分 析 

所 有 数据 采用 SPSS20. 0 软件 进行 统计 学 分 析 ， 每 个 实验 重复 3 次 ， 数 据 以 
x+SEM 表示 ， 采 用 单 因 素 方 差分 析 。 *, P—0.05; **, P<0.01, ***, P<O. 
001; P<0.05 表示 差异 有 统计 学 意义 。 


2. 结 果 
2.1. H37Ra 感染 THP-1 细胞 后 miR-17-5p 的 表达 情况 

通过 qRT-PCR 检测 H37Ra 感染 THP-1 后 miR-17-5p 的 表达 水 平 , 结果 显示 
随 着 H37Ra 感染 复数 的 增加 ，miR-17-5p 的 表达 量 明 显 下 调 ， 当 MOI >5 Hj, 
miR-17-5p 下 降 较 未 感染 组 (MOI=0) 有 统计 学 意义 。 由 此 我 们 推测 ，miR-17-5p 
可 能 参与 了 H37Ra 感染 细胞 的 调控 过 程 。 
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图 1. H37Ra 以 不 同感 染 复 数 (MOI) 处理 THP-1 细胞 后 mi R-17-5p 的 表达 水 平 


Fig.1. Relative expression of miR-17-5p in THP-1 infected by H37Ra with different MOI. 


22. 载体 构建 及 测序 结果 验证 


将 THP-1 源 性 巨 哈 细胞 提取 总 RNA, 通过 PCR 技术 获得 ATG7-3'UTR 的 时 
生 型 和 突变 型 基因 片段 ， 并 将 其 插入 严 光 素 酶 报告 基因 质粒 pMirGLO 中 ， 得 到 
重组 质粒 pMirGLO-ATG7-3'UTR-WT 和 pMirGLO-ATG7-3'UTR-MUT, 进一步 利 
用 对 生物 信息 学 及 高 通 量 测序 091， 利 用 双 酶 切 和 基因 测序 技术 证 实 菊 光 素 酶 报 
告 重 组 质粒 pMirGLO-ATG7-3'UTR-WT 和 pMirGLO-ATG7-3'UTR-MUT 均 已 构 


+ BU M 
建成 功 〈 图 25. 
A 1 : x B 100 110 120 130 140 150 160 170 18( 
: PN PR TN PR RN FR FR 
GCICGCTAGCCICGAGGGAGAGGCCATGGCCTAGGTACCTGTGACCACCCTGCCCCCGTGTAGAGGGCATCGTCTTICCIGCTATTTTAT 
ATG]-Ut-H12.2b1(1»684) 一 | | 
LU LUUD ERA UE LE LMAN AALALA ALAARA AAA 
GCICGCTAGCCTCGAGGGAGAGGCCATGGCCTAGGTACCTGIGACCAC congccecosne CHTOSTCTTICCTGCHRTTTTAT 
target. seq (15652) = CICGAGGGAGAGCCCATGGCCTACGTACCTGTGACCACCCTGCCCCCGTG CATCGTCTTICCTGCTATTITAT 
C 1 2 M D 270 280 290 300 310 320 350 340 350 


GCGCTGCCIGCAGIGCGCICIGACCTICTCTICATGIGTIGTAAATCTGTAATATACCATTCICTGTGGCCIGTTTTTCCIGGAAGAAGA 
ATG]-Mut-Fll.abl(1»764) 一 


Aa Mall anal 
J 1 d PEEL AOA WAI VVC AWAY 
GCGCTECCTGCAGTGCGCTCTGACCTICTICITCATGTGIGTAAATCTGTAATATACCATTCTCTGTGGCCIGITITTTCCTGGAAGAAGA, 
target. seq (1>652) €—  GOGCTGCCTGCAGTGCGCTCTGACCTTCTCTICATGTGTGTARATCTGTARATATACCATTCTCTGTGGCCTGTTTTTCCTGGAAGAAGA 
ATG7-Mut-H12.ab1(1>583) €— 


图 2 荧光 素 酶 报告 基因 重组 质粒 的 鉴定 


A. 重组 质粒 pMirGLO-ATG7-3'UTR-WT 的 双 酶 切 鉴 定 ， 1， 重 组 质粒 ; 2，Xhol 和 Sall 
双 酶 切 的 质粒 ; 3，DNA marker; B. 重组 质粒 E ATG7-3'UTR-WT 的 基因 测序 (部 


分 ); C. d MU 的 双 酶 切 鉴 定 ，1， 重 组 质粒 ; 2, Khol 和 Sall XL 


切 


的 质粒 ，3，DNA marker; D. 重组 质粒 en 的 基因 测序 (部 分 
Fig. 2. Identification of recombinant plasmids 


) 


A. Identification of recombinant plasmid pMirGLO-ATG7-3'UTR-WT by double digestion; 1. 
Recombinant plasmid; 2. Plasmid digested by Xhol and SalI; 3, DNA marker; B. Gene sequencing 
of recombinant plasmid pMirGLO-ATG7-3'UTR-WT (part); C. pMirGLO-ATG7-3'UTR-MUT by 
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double digestion; 1, recombinant plasmid; 2, plasmid digested by Xhol and Sall; 3. DNA marker, 
D. Gene sequencing of recombinant plasmid pMirGLO-ATG7-3'UTR-MUT (part). 


2.3. MiR-17-5p 对 ATG7 的 靶 向 性 验证 
通过 生物 信息 学 Target Scan 等 软件 预测 miR-17-5p A) E IRI Zi A ATG7- 3'UTR 

(图 3A )。 利 用 Lipofectamine™ 2000 将 绿色 荧光 集团 FAM 标记 的 
microRNA-17-5p mimics 和 inhibitor 转 染 HEK293T 细胞 ， 其 转 染 效率 约 为 50% 

(Al 3B), qRT-PCR 结果 表明 效 光 表达 情况 与 对 照 组 相 比 ，mimics 组 中 
miR-17-5p 的 表达 量 明 显 上 调 ，inhibitor 组 中 明显 下 调 (图 3C), 证 明 miR-17-5p 
过 表达 和 抑制 表达 的 模型 构建 成 功 ,可 继续 用 于 之 后 的 实验 。 双 痰 光 素 酶 报告 实 
验 显示 , 与 对 照 组 相 比 ， 在 ATG7 野生 型 重组 质粒 (pMirGLO-ATG7-3'UTR-WT ) 
和 miR-17-5p mimic Jt fè RAH, RIGA Mg ws Uk NL WP OR fü o. 在 
pMirGLO-ATG7-3'UTR-WT 和 miR-17-5p inhibitor 共 转 染 组 中 ， 荧 光 素 酶 相对 活 
性 明显 增强 ;而 ATG7 3'UTR 突变 实验 组 中 ，miR-17-5p 过 表达 和 换 制 表达 对 荧 
光 素 酶 相对 活性 的 改变 没有 统计 学 意义 (图 3D)。 由 此 可 见 ，miR-17-5p WI ELSE 
向 结合 野生 型 ATG7-3'UTR， 然 而 将 ATG7-3'UTR 突变 后 ，miR-17-5p 不 能 结合 
于 突变 型 ATG7-3'UTR。 同 时 ， 我 们 也 通过 western blot 在 THP-1 PR PEE EH fd 
中 验证 miR-17-5p 对 ATG7 的 误 癌 调控 作用 。 实 验 结果 显示 ， 与 对 照 组 CH37Ra 
+miR-17-5p nc) 相 比 ， 转 染 miR-17-5p mimic 组 (H37Ra + miR-17-5p mimic ) 
中 ATG7 蛋白 表达 量 明 显 下 调 ， 然 而 转 染 miR-17-5p inhibitor 组 (H37Ra + 
miR-17-5p inhibitor) 中 ATG7 蛋白 表达 量 明 显 上 调 (<0. 05, 图 6), 说 明 miR-17-5p 
可 在 H37Ra 感染 的 THP-1 源 性 巨 噬 细 胞 中 对 ATG7 有 负 性 调控 作用 。 
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图 3 miR-17-5p 对 ATG7 靶 向 性 的 鉴定 


A. ATG7 野生 型 和 突变 型 以 及 成 熟 的 miR-17- 5p! 的 部 分 序列 ，B.miR-17-5p mimics 和 
miR-17-5p inhibitor 的 转 染 效率 〈 分 别 用 普通 光学 显微镜 和 荧光 显微镜 观察 ，10X10); C. 
qRT-PCR 检测 miR-17-5p mimics miR-17-5p inhibitor 和 miR-17-5p nc 处 理 HEK293T 细胞 后 
miR-17-5p 的 相对 表达 量 ; D. 相对 严 光 素 酶 活性 检测 ，E. Western blot 检测 ATG7 的 表达 
Fig. 3 Identification of miR-17-5p targeting ATG7 
A. Part of mature miR-17-5p and ATG7 wild type and mutant sequence;B. Transfection efficiency 
of miR-17-5p mimics and miR-17-5p inhibitor(observed by ordinary light microscope and 
fluorescence microscope respectively, 10 * 10) ;C.Result of relative expression of miR-17-5p by 
qRT-PCR;D.Detection of ATG7 relative luciferase activity by dual luciferase report system;E, 
Results of ATG7 expression by Western blot. 


2.4. MiR-17-5p XI K RAAK A RME REESE FH 
通过 激光 共聚 焦 显 微 镜 观 察 LC3 E AY I EEE 3e BL SUT EI IA VG 
动态 变化 的 监控 。LC3I E ELMAR. BS AMARA RE, BEA A 
WA MSS tos, ltt LC3-I 的 表达 水 平 是 T MUERE RAT A Naik (As SE) 
一 个 常用 指标 , LC3-II MIA CES Ae A Bt TEASE, LC3IU/LC3I 可 以 反 
BRA A AC AE A KRAK, BÉ] 4A 可 以 看 出 同样 在 感染 H37Ra 的 条 件 下 ， 抑 
il] miR-17-5p (miR-17-5p To 胞 质 中 点 状 聚 集 的 自 噬 小 体 显 著 增 多 ， 而 和 
对 照 组 CmiR-17-5p nc) 相 比 ，miR-17-5p mimics 组 的 自 叭 小 体 显著 降低 ， 表 明 
miR-17-5p 可 抑制 自 哈 的 发 生 。 自 哈 发 生前 ，LC3 以 LC3I 为 主 均匀 分 布 于 胞 质 
中 ， 而 自 叭 的 发 生 会 使 LC3I 转化 为 LC3 I， 呈 点 状 聚 集 分 布 可 反应 自 噬 小 体 的 
数量 。 实 验 结果 显示 ， 转 染 miR-17-5p inhibitor 组 中 的 LC3II 表达 量 较 对 照 组 
(miR-17-5p nc) 表达 上 调 ，LC3IVLC3I 明显 增加 ， 转 染 miR-17-5p mimic 组 中 
LC3I AIA Fi (图 4B). 


A DAPI LC3 Merge B 


miR-17-5p mimics 


LC3-| 


— 
rcs. =, EN 
GAPDH —— 


miR-17-5p mimics -~ + = 
miR-17-5p inhibitor 


miR-17-5p nc 


miR-17-5p inhibitor 


- * 


miR-17-5p nc LC3 INWLC31 — 16.6 3.19 4.18 


图 4. MiR-17-5p X} Ei RRAK A RIME RAS E FH 
A. 细胞 免疫 荧光 检测 LC3 IL; B. Western blot 检测 LC3 了 蛋白 的 表达 
Fig.4 Effects of miR-17-5p on autophagy flow and autophagosome formation 
A. LC3 II by cell immunofluorescence; B. Results of LC3 II expression by Western blot 


3 讨论 

结核 分 枝 杆菌 “MTB) 作为 一 种 胞 内 寄生 微生物 ， 其 宿主 细胞 为 巨 噬 细 胞 ， 
一 方面 可 以 诱导 细胞 自 叭 的 发 生 , 另 一 方面 存在 着 能 够 逃避 免疫 系统 杀伤 作用 的 
机 制 。 现 有 的 研究 也 表明 MTB 感染 能 够 引起 细胞 免疫 反应 ， 而 MTB 感染 可 诱 
导 一 定 程 度 的 细胞 自 噬 ， 其 机 制 主要 与 MTB 表面 脂 和 蛋白 、 核 酸 分 子 等 激活 模式 
识别 受 体 Toll FRESE (Toll like receptor, TLR) 等 固有 人 免疫 受 体 通路 有 关 ，TLR 
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是 通过 识别 细菌 表面 的 病原 相关 分 子 模式 〈PAMPs)， 在 天 然 免疫 反应 中 发 挥 重 
要 作用 。TLR 可 增加 细胞 因子 的 合成 与 释放 ， 还 能 够 促进 抗原 提 呈 细胞 的 成 熟 ， 
引起 机 体 获 得 性 免疫 反应 P0。 例 如 ， 缺 氧 诱导 miR-155 EEH F H RATE 
阶段 通过 mTOR 途径 来 促进 自 噬 22;，miR-149 靶 向 MyD88 负 向 调控 TLR 引起 
的 炎症 反应 31。 自 哈 是 作为 维持 细胞 内 环境 自 稳 的 保护 机 制 , 在 固有 免疫 中 发 挥 
着 重要 的 作用 ， 能 够 抵御 病原 菌 的 入 侵 。MTB 感染 可 诱发 宿主 细胞 内 形成 双 层 
ZAR A, YARRA, BEARS MTB, AE, ARE E RA it 
MTB B5 4E RAH EEF. HP ARRITE, et Bae 
PE MOTTA till fa EY A, MTB 在 细胞 内 存在 潜伏 感染 , 使 得 MTB E E RAA 
能 存活 以 及 疾病 的 发 生发 展 过 程 更 加 复杂 人 多。 有 研究 证 实在 MTB 感染 中 miR-26 
可 以 通过 靶 向 KLT4 Mi AMES), miR-30a 可 靶 向 结合 BECNI MH AMAZE, 
在 肺结核 患者 中 高 表达 ， 经 抗 结核 治疗 后 miR-30a 表达 下 降 ， 促 进 MTB 胞 内 
存活 P9。 细胞 自 唉 在 机 体 的 生理 病理 过 程 中 扮演 着 重要 角色 , 因此 了 解 自 哦 在 其 
中 的 作用 机 制 有 重要 意义 。 

MicroRNA 在 自 噬 的 过 程 中 起 着 精细 调节 的 作用 ， 而 我 们 的 研究 中 也 发 现在 
MTB 感染 的 人 源 性 巨 吻 细胞 中 miR-17-5p 的 表达 是 明显 下 调 的 ， 也 就 可 以 进 一 
步 说 明 在 MTB 感染 过 程 中 自 噬 作用 的 增强 是 通过 下 调 microRNA 来 实现 的 。 本 
实验 探究 miR-17-5p X AWA SCAR A ATG7 的 直接 靶 向 作用 在 人 源 性 巨 噬 细 胞 

(THP-1) 抗 MTB 的 过 程 中 的 作用 机 制 。 在 MTB 感染 的 模型 中 ，miR-17-5p 的 
表达 量 随 着 MTB 的 感染 强度 的 增加 呈 下 调 趋势 。 通 过 双 荧 光 素 酶 报告 实验 、 
western blot 验证 了 miR-17-5p 和 ATG7 的 靶 向 关系 , 并且 miR-17-5p 是 ATG7 的 
负 调 控 分 子 。 而 western blot 和 免疫 亦 光 的 结果 miR-17-5p inhibitor 组 LC3 II k& 
ARMER Fe PETA PRE A miR-17-5p AEWA] AUK. EL WAR OS AS DA] ATG7 和 LC3 
FER RES (EA). HF ATG7 作为 El BOR, FERRE ER 
于 膜 延 伸 阶 段 ， 而 LC3 I 可 在 ATG7 和 ATG3 的 作用 下 与 磷脂 酰 乙 醇 胺 

(phosphatidylethanolamine, PE) 共 价 结合 ， 形 成 LC3 II-PE 复合 体 〈 即 LC3 ID 
R71。 因此 我 们 发 现 miR-17-5p 通过 抑制 ATG7 影响 自 哈 小 体 和 溶 酶 体 融 合 以 及 
LC3 和 蛋白 的 循环 ， 从 而 LC3 I 的 水 平 下调 或 者 LC3 IVLC31I 的 比例 降低 ， 抑 制 
了 自 哈 体 的 形成 ， 而 MIB 能 够 明显 降低 miR-17-5p 的 表达 量 ， 说 明 miR-17-5p 
是 MTB 感染 过 程 中 自 只 抵御 病原 体 的 途径 之 一 。 

miR-17-5p 的 下 调 导致 自 噬 相 关 蛋 白 ATG7 的 表达 上 调 ， 从 而 促进 了 自 哈 小 
体 与 溶 酶 体 的 融合 ,增强 了 自 哄 作 用 , 但 是 miR-17-5p 与 调控 细胞 自 哈 途 径 影响 
MTB 存活 的 MTB 的 逃逸 机 制 目前 尚 不 十 分 明确 。 而 microRNA 已 经 成 为 研究 的 
一 大 热点 。 一 方面 ，microRNA 可 以 作为 药物 治疗 的 靶 点 ， 在 系统 性 红斑 狼疮 患 
者 中 miR-125b 被 下 调 , 并 通过 靶 向 UVRAG 抑制 自 噬 ， 从 而 削弱 了 细胞 对 MTB 
的 抗 感 染 作 用 B31; 而 在 大 鼠 局 灶 性 脑 缺 血 模型 中 , miR-9a-5p 可 以 通过 靶 向 ATGS 
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介 导 的 自 噬 ， 减 轻 缺 血 损伤 99。 另 一 方面 ，microRNA 还 可 以 用 来 作为 疾病 诊断 
的 标志 物 ，miR-148/152 可 以 作为 急性 髓 性 白血病 的 诊断 标志 物 BI9。 因 此 本 课题 
的 研究 为 下 一 步 继 续 完善 miR-17-5p 在 巨 哈 细胞 对 抗 MTB 的 免疫 调控 作用 及 其 
机 制 ， 提 供 一 定 的 理论 基础 和 理论 依据 。 后 续 的 实验 将 通过 进一步 对 MTB 5E 
噬 细 胞 相关 自 噬 通 路 之 间 关 系 的 进行 深入 探究 ,研究 MTB 感染 以 及 致 病 的 机 制 ， 
并 且 利用 microRNA 的 研究 进展 寻找 利于 防治 结核 病 的 新 靶 点 以 及 快速 诊断 的 
标志 物 。 
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